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银杏外种皮提取物对酪氨酸酶的抑制作用
王　勤 , 钟　雪 , 邱　凌 , 庄江兴 , 陈清西 3
( 厦门大学 生命科学学院 教育部细胞生物学与肿瘤细胞工程重点实验室 , 福建 厦门 361005 )
摘　要 : 以银杏外种皮为材料 ,采用水、乙醇和乙醇 - 乙醚三种不同的方法分离提取其中的活性物质 (分别命
名为 1 # ,2 # ,3 # ) ,研究它们对蘑菇酪氨酸酶催化 L2多巴 (L2DOPA) 氧化活力的影响。结果表明 ,这 3 种提取
物均对蘑菇酪氨酸酶有抑制作用 ,1 # ,2 # 和 3 # 对酶抑制作用的 I C50分别为 2. 25、1. 75 和 0. 32 mg/ mL 。抑制
作用动力学结果表明 :三种提取物对酶的抑制作用均表现为混合型 ,相应的抑制常数 KI 依次为 2. 11、1162 和
0. 29 mg/ mL ; KIS依次为 2. 80、2. 33 和 0. 45 mg/ mL 。结果显示 ,采用乙醇2乙醚提取的银杏外种皮提取物对
酪氨酸酶抑制作用最强。
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Abstract : Three extractants(water ,ethanol and ethanol2aether mixture) were isolated from Ginkgo biolaba sarcotesta ,
and then three kinds of extracts were used to test the inhibition on the activity of mushroom tyrosinase. The results
showed that three extracts could inhibit the activity of tyrosinase obviously. The inhibitor’s concentration leading to
50 % enzyme activity lost , IC50 was estimated to be 2. 25 ,1. 75 and 0. 32 mg/ mL ,respectively. Their inhibition mech2
anisms were analyzed. All of three extracts showed reversibly inhibitors to tyrosinase and the type of inhibition be2
longed to be mixed2type. The inhibition constants , KI and KIS ,of each extract were determined respectively and com2
pared. The value of KI was determined to be 2. 11 ,1. 62 and 0. 29 mg/ mL ,respectively ;the value of KISwas deter2
mined to be 2. 80 ,2. 33 and 0. 45 mg/ mL ,respectively. The ethanol2aether extracts showed the best inhibition on ty2
rosinase.
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　　酪氨酸酶 ( EC. 1. 14. 18. 1) 广泛存在于动植物
和人体内 ,在动植物体酶促褐变、体内色素合成的过
程中起了关键的作用 ( Sánchez2Ferrer 等 , 1995) 。
它能将酪氨酸羟化 ,产生邻位二羟基苯丙氨酸 (L2多




中的保鲜剂 ,化妆品添加剂 (宋康康等 ,2003)及杀虫
剂 (徐汉虹 ,2001)等。长期以来 ,银杏一直是中草药
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等 ,2005 ;刘森 ,2004) ,如能将外种皮中的有效物质








ma 化学公司的蘑菇酪氨酸酶 ,比活力为 6680 U/




1. 2. 1 样品制备 　1 # 样品 :银杏外种皮与水 1 ∶5
(W/ V)充分混合 ,组织捣碎后热回流提取 2 h ,离心
取上清 ,减压浓缩至干。2 # 样品 : 银杏外种皮与
50 %乙醇 1 ∶5 ( W/ V)充分混合 ,组织捣碎后热回流
提取 2 h ,滤液抽滤 ,旋转蒸发浓缩后 ,冷冻干燥。
3 # 样品 :银杏外种皮与 50 %乙醇 1 ∶5 ( W/ V) 充分
混合 ,组织捣碎后热回流提取 2 h ,滤液抽滤 ,旋转
蒸发浓缩后 ,用乙醚萃取 ,醚层经 Na2 CO3 溶液和
NaO H 溶液充分洗涤后 ,浓缩至干。分别称取三种
提取物 ,1 # 、2 # 样品用水溶解 ,3 # 样品用 DMSO 溶
解 ,分别计算提取物浓度。
1. 2. 2 酪氨酸酶活力测定 　参考 Chen 等 (2003) 的
方法 ,先加入 0. 1 mL 提取物 (溶于 DMSO 溶液) 于
比色杯中 ,再加入 2. 8 mL 预先在 30 ℃恒温水浴中
保温的底物溶液 ,然后加入 0. 1 mL 酪氨酸酶水溶
液 ,迅速充分混匀 ,在 30 ℃恒温条件下跟踪测定
475 nm 的光密度值随时间的增长直线 ,从直线的斜
率求得酶活力。测定酶所用底物为 0. 5 mmol/ L L2
DOPA ,酶的终浓度为 6. 67μg/ mL ,所用 DMSO 终
浓度均为 3. 33 % ,并用对照扣除 DMSO 本底的影
响。测定仪器为 DU 650 分光光度计。抑制剂对酶
的抑制作用的机理是通过 Lineweaver2Burk 双倒数
作图 ,比较酶催化反应的动力学参数 ,包括表观米氏
常数 ( Km ) 和最大反应速度 (V m ) 的变化来判断的
(黄璜等 ,2003 ;柯莉娜等 ,2004) 。提取物浓度以反
应体系中的终浓度计算。
1. 2. 3 提取物对酪氨酸酶活力抑制效果的评价 　在
正常测活体系中 ,加入不同量的银杏外种皮提取物 ,
测得其抑制曲线 ,比较导致酶活力下降 50 %的抑制
剂浓度 ( I C50 ) ,根据 I C50 值阐明其抑制强度。应用




依次以 1 # ～3 # 样品为效应物 ,测定它们对蘑
菇酪氨酸酶催化底物 L2DO PA 氧化反应的酶活力
的影响 (图 1) ,结果表明 ,随着三种效应物浓度的增
大 ,酶活力均呈指数下降 , I C50分别为 2. 25、1. 75 和
0. 32 mg/ mL 。乙醇2乙醚提取物对蘑菇酪氨酸酶的
抑制作用最为明显。
图 1 　1 # ～3 # 样品对蘑菇酪氨酸酶活力的影响
Fig. 1 　Effect s of 1 # 23 # samples on the




物 L2DOPA 浓度为 0. 5 mmol/ L ,测定不同酶量的
反应初速度。图 2 表示在含 1 # 样品的测活体系中
酶的剩余活力与加入的酶量的关系 ,由图可知 ,酶活
力对酶量作图为一组通过原点的直线 ,图中的 0 线
代表无效应物时的酶活力 ,随着效应物浓度的增大 ,
直线的斜率降低。该结果表明 ,1 # 样品对酶的抑制




2 # 和 3 # 样品亦表现出相类似的可逆抑制过程。
图 2 　1 # 样品对蘑菇酪氨酸酶抑制作用机理的判断
Fig. 2 　Determination of the inhibitory mechanism
of 1 # sample on mushroom tyrosinase
直线 0～4 浓度分别为 0、1. 6、3. 2、6. 4 和 9. 6 mg/ mL 。
图 3　2# 样品对蘑菇酪氨酸酶抑制类型和抑制常数的测定
Fig. 3 　Determination of the inhibitory type and
inhibition constant of 2 # sample on tyrosinase
曲线 0～4 分别代表测活体系中加入的 2 # 样品的
浓度分别为 0 ,0. 8 ,1. 6 ,2. 4 和 3. 2 mg/ mL 。
2. 3 银杏外种皮提取物对蘑菇酪氨酸酶的抑制机理
在含不同浓度样品的测活体系中 ,改变底物浓
度 ,测定酶促反应的初速度 ,Lineweaver2Burk 双倒
数作图 ,可以判断效应物对该酶的抑制作用机理。3
种提取方法得到的银杏外种皮提取物对蘑菇酪氨酸
酶的抑制作用具有相同的机理 , 其 Lineweaver2
Burk 双倒数作图均得到一组交于第二象限的直线 ,
斜率和截距都因样品的浓度变化而改变 ,米氏常数
( Km )随着样品浓度的增大而增大 ,最大反应速度
(V m )随着样品浓度的增大而下降 ,其抑制机理表现
为混合型。图 3 为样品 2 # 提取物对蘑菇酪氨酸酶
的抑制作用的 Lineweaver2Burk 双倒数作图 ,二次
作图 ,以斜率 (图 3 : II)和纵轴截距 (图 3 : III)分别对效
应物浓度作图为一条直线 ,分别可以求得样品对游离
酶 ( E)的抑制常数 ( KI ) 和对酶底物络合物 ( ES) 的抑
制常数 ( KIS) 。测定结果列于表 1 ,以供比较。
表 1 　不同提取方法提取的银杏外种皮提取物
对蘑菇酪氨酸酶抑制效应的比较
Table 1 　Comparison of the inhibitory effect s f rom
















2 . 25 混合型 2. 11 2. 80
2 # (乙醇提取)
Extracted by ethanol
1 . 75 混合型 1. 62 2. 33
3 # (乙醇2乙醚提取)
Extracted by ethanol2aether





抑制作用。根据表 1 ,从 I C50值来看 ,三种提取物的
抑制强度依次为 3 # > 2 # > 1 # 。乙醇2乙醚萃取法
得到的银杏外种皮提取物的抑制强度是乙醇提取法
得到的 5. 5 倍 ,是采用水提取法得到的 7 倍。该法
效果最好 ,其有效成分得到了分离。虽然三个样品
均为混合型抑制类型 ,但它们的抑制常数 KIS与 KI
之比值 ( KIS/ KI)并不完全相同 ,三种提取法得到的
KIS/ KI 分别为 1. 33、1. 44 和 1. 55。KIS/ KI 的比值
均大于 1 ,说明银杏外种皮提取的效应物对酪氨酸
酶的游离酶 ( E) 的抑制作用较对酶2底物络合物
( ES)的抑制作用强 ,显示底物对酪氨酸酶被银杏外
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高等植物花色苷在液泡中的存在状态及其着色效应
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红色 ;液泡里的花色苷体具高密度 ,呈现为含高浓度花色苷的不溶性小球 ;花色苷体的存在可导致液泡的强烈色
彩。花色苷液泡包涵体可能具备蛋白质基质 ,既无膜包裹又无内部结构 ,其形成是转运进液泡的花色苷与蛋白
质基质结合的结果 ;液泡里的花色苷液泡包涵体形状不规则 ,象果冻 ;在花色苷液泡包涵体中 ,花色苷可能通过
氢键连接于蛋白质基质的一个有限空间位点 ;花色苷液泡包涵体被认为是液泡中花色苷的“陷阱”,优先摄取花
色素 3 ,5 - 二糖苷或酰化的花色苷 ;花色苷液泡包涵体的存在可增加液泡色彩的强度并导致“蓝化”。
关键词 : 花色苷 ; 存在状态 ; 着色效应 ; 花色苷体 ; 花色苷液泡包涵体
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